Cytotoxicity and genotoxicity of carbon nanotubes by Franchi, Leonardo Pereira et al.
  Universidade de São Paulo
 
2012
 
Citotoxicidade e genotoxicidade de nanotubos
de carbono
 
 
Quím. Nova,v.35,n.3,p.571-580,2012
http://www.producao.usp.br/handle/BDPI/38591
 
Downloaded from: Biblioteca Digital da Produção Intelectual - BDPI, Universidade de São Paulo
Biblioteca Digital da Produção Intelectual - BDPI
Departamento de Química - FFCLRP/593 Artigos e Materiais de Revistas Científicas - FFCLRP/593
Quim. Nova, Vol. 35, No. 3, 571-580, 2012
R
ev
is
ão
*e-mail: rosolen@ffclrp.usp.br
CITOTOXICIDADE E GENOTOXICIDADE DE NANOTUBOS DE CARBONO
Leonardo P. Franchi e Raquel A. Santos
Departamento de Genética, Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Av. Bandeirantes, 3900, 
14049-900 Ribeirão Preto – SP, Brasil 
Elaine Y. Matsubara, Juliana C. de Lima e J. Maurício Rosolen* 
Departamento de Química, Faculdade de Filosofia Ciências e Letras de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Av. Bandeirantes, 
3900, 14040-901 Ribeirão Preto – SP, Brasil
Catarina S. Takahashi 
Departamento de Biologia, Faculdade de Filosofia Ciências e Letras de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Av. Bandeirantes, 
3900, 14040-901Ribeirão Preto - SP / Departamento de Genética, Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São 
Paulo, Av. Bandeirantes, 3900, 14049-900 Ribeirão Preto – SP, Brasil
Recebido em 2/5/11; aceito em 6/9/11; publicado na web em 8/11/11
CYTOTOXICITY AND GENOTOXICITY OF CARBON NANOTUBES. There are many controversies regarding the cyto- and 
genotoxicity of carbon nanotubes (CNTs). In this work, we discuss that many of the incongruous arguments are probably associated 
with the poor physical-chemical characterization of the CNT samples used in many publications. This manuscript presents examples 
of carbon nanostructures observed under high resolution electron microscopy that can be found in typical CNT samples, and shows 
which roles in cyto- and genotoxicity need to be better investigated. Issues concerning chemical treatment are addressed and examples 
of misunderstandings that can occur during the studies of cyto- and genotoxicity of CNT samples are given.
Keywords: cell viability; DNA damage; carbon nanotube samples.
INTRODUÇÃO
A ideia de nanotecnologia como uma ciência de manipulação mo-
lecular ou de escala nanométrica sempre foi um fascínio para muitos 
pesquisadores. Feynman em 1959 e Drexler em 1986 já chamavam 
a atenção da comunidade científica com relação à nanotecnologia.1,2 
Com os avanços da microscopia e de outras técnicas, a nanotecnologia 
se tornou nos últimos 10 anos uma das áreas mais importantes da 
ciência e da inovação tecnológica com projeções comerciais estimadas 
para 2015 em um trilhão de dólares.3,4
Nesse contexto a Nanotoxicologia desempenha um papel impor-
tante, pois investiga os efeitos dos nanodispositivos e nanoestruturas 
em sistemas biológicos.5 A avaliação toxicológica de partículas e 
fibras em escala nanométrica6 contribui para uma série de questões 
ligadas à utilização de nanomateriais em produtos comerciais. Sendo 
assim, o entendimento dos mecanismos de cito- e genotoxicidade 
de um dado nanomaterial é fundamental para a definição de seu 
impacto ambiental e de estratégias de proteção aos trabalhadores e 
consumidores.7
O presente artigo apresenta uma revisão de estudos realizados 
sobre a eventual indução de danos às células e ao DNA (citotoxici-
dade e genotoxicidade, respectivamente) por nanotubos de carbono 
(NTCs), conduzidos em experimentos in vitro. Na literatura existente 
é possível detectar várias controvérsias e questões que ainda precisam 
ser esclarecidas já que algumas dessas nanoestruturas se apresentam 
biocompatíveis. Recentes estudos demonstraram, por exemplo, que 
a enzima mieloperoxidase presente em neutrófilos humanos é capaz 
de degradar nanotubos de carbono de parede simples (NTCPS) e que 
os produtos da biodegradação dos NTCs não induziram inflamação 
quando expostos aos pulmões de camundongo.8-12
Embora haja um conflito sobre o mérito do descobrimento dos 
NTCs,13 o fato é que esses são um dos nanomateriais mais fascinantes 
e estudados nas últimas duas décadas. Um NTCPS pode ser descrito 
basicamente como uma folha de grafeno enrolada e fechada em cada 
extremidade por metade de um fulereno. Quando várias folhas de 
grafeno constituem a parede do tubo os mesmos são classificados 
como NTCs de parede múltiplas (NTCPM).14 Os NTCs apresentam 
diâmetros normalmente na faixa de 0,7 a 100 nm e comprimento que 
pode atingir dezenas de mícrons. Diferentemente de nanofibras de 
carbono, os NTCs têm como característica marcante a presença de 
um canal central vazio no qual é possível hospedar várias espécies 
químicas, podendo assim formar inúmeros compostos de inserção 
ou intercalação.15
Visualmente as amostras de NTCs apresentam-se na forma de 
material particulado, ou seja, um pó de aspecto preto similar ao 
carbono amorfo que se encontra aglomerado formando estruturas 
muito mais densas do que as observadas tradicionalmente em negro 
de fumo, um aditivo usado em polímeros, tintas, pneus, etc. Esse 
aspecto é observado tanto para amostras contendo NTCPS quanto 
NTCPM (Figura 1).
Figura 1. Fotografia de material particulado contendo nanotubos de carbono
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A importância dos estudos de cito- e genotoxicidade dos NTCs 
ocorre porque centenas de publicações sugerem que esse nanoma-
terial poderá vir a ser utilizado em baterias de íons de lítio, super-
capacitores, células a combustível, células fotovoltaicas, em catálise 
heterogênea, desenvolvimento de membranas para captura de CO2,16 
materiais compósitos poliméricos,17,18 filtros para a remoção de vários 
compostos orgânicos voláteis e tratamento de efluentes,19,20 materiais 
micro/nanoestruturados21,22 e várias outras aplicações tecnológicas.23
Estudos também têm demonstrado que NTCs podem afetar o 
crescimento de plantas, atuando como um eventual adubo.24,25 
Na área biomédica os NTCs são estudados visando à produção ou 
melhoria de biomateriais, tais como próteses para artroplastia, placas 
ou parafusos para fixação de fraturas, suportes para a regeneração 
óssea, sistemas de entrega de drogas, sensores químicos e biológi-
cos, suporte para enzimas em biorreatores, entre outros. Os NTCs 
se mostram bastante eficientes como vetores de agentes de contraste 
para imagens por ressonância.26,27 Curiosamente, a absorção óptica 
intrínseca de NTCPS e NTCPM tem sido explorada para matar células 
cancerosas com efeito foto-térmico usando radiação no infravermelho 
próximo.28,29 Os mesmos ainda são promissores para aplicação na 
engenharia de tecidos ósseos e no crescimento de células neurais.30-32
A indústria farmacêutica tem grande interesse no uso de NTCs 
como transportador molecular (proteínas, ácidos nucleicos e outras 
moléculas bioativas) com grande seletividade - drug delivery. Assim, 
os NTCs podem atuar como efetivo veículo de agentes terapêuticos 
no tratamento de tumores e outras doenças.33 Essa capacidade de 
transportar drogas foi demonstrada para o antitumoral doxorrubici-
na acoplada a NTCPS, onde se verificou uma eficiente inibição da 
proliferação de células de câncer cervical (HeLa). Os pesquisadores 
concluíram que esse sistema de entrega de drogas em nanoescala é 
mais seletivo e eficaz do que o próprio fármaco livre, pode reduzir 
a quantidade de droga a ser aplicada e os efeitos colaterais nos pa-
cientes.34 Além disso, o transporte e a entrega de siRNA (silencing 
RNA) por NTC em células HeLa foi realizado com sucesso e o 
silenciamento dos genes lamina A/C foi mais eficiente com NTCPS 
do que com o agente de transfecção lipofectamina. NTCPS também 
foram estudados como um sistema de carregamento de proteínas 
(por meio de um complexo de nanotubo-proteína citocromo C).35 
Este tipo de NTC também foi utilizado com sucesso para liberação 
de acetilcolina, no cérebro, no tratamento de camundongos com a 
doença de Alzheimer.36
Assim, essas dezenas de aplicações podem vir a consumir 
toneladas de NTC e mostram que os mesmos são efetivamente de 
grande interesse tecnológico sendo, portanto, importante para na-
nofarmacologia e a nanomedicina a realização de estudos de cito- e 
genotoxicidade de amostras de NTCs.
NANOTUBOS DE CARBONO E PENETRAÇÃO CELULAR
Um dos fatores que deve ser levado em consideração nos estudos 
de cito- e genotoxicidade de NTCs relaciona-se à sua capacidade 
de penetrar as barreiras biológicas de mamíferos, plantas e micro-
organismos. Os mecanismos de captação de materiais em nanoescala 
e sua influência sobre a toxicidade devem ser estudados porque podem 
criar um nível de imprevisibilidade tóxica.37,38
Para os NTCs considera-se a penetração celular por endocitose/
fagocitose ou nanopenetração. Endocitose representa o engolfamento 
de uma partícula extracelular pela célula, por exemplo, um vírus (~100 
nm, em tamanho), pela criação de uma vesícula que é, então, integra-
da à célula. Fagocitose é semelhante à endocitose, mas geralmente 
envolve a captação de partículas maiores, tais como bactérias (~1 
µm), e é característica de um subgrupo de células imunes - fagócitos 
(p.ex. neutrófilos, macrófagos, células dendríticas). Esses processos 
são dependentes de energia e não ocorrem em baixas temperaturas 
e em ambientes com baixos níveis de ATP.39 Vários estudos indicam 
a endocitose/fagocitose como o mecanismo de absorção celular de 
aglomerados de NTCs.40-43 Acredita-se que esses aglomerados são 
absorvidos pelas células por endocitose dependente de energia e, por 
isso, visualizados dentro dos endossomos em imagens de microscopia 
eletrônica.44 Por sua vez, tais aglomerados dentro dos endossomos 
podem liberar NTC individualizados, os quais então atravessam a 
membrana do endossomo e escapam para o citoplasma. Todavia, 
as dimensões dos aglomerados não foram descritas nos trabalhos 
mencionados, ou seja, ainda não foram estabelecidas as dimensões 
mínima e máxima para o processo de fagocitose de amostras de NTCs. 
Por outro lado, a nanopenetração é um processo passivo inde-
pendente de energia e, neste caso, os NTCs se difundem através da 
membrana celular. Assim, NTCs bem dispersos (individualizados) 
provavelmente atravessam a membrana celular e entram nas células 
diretamente através da nanopenetração. 
Também existe a hipótese de que os NTCs poderiam se comportar 
similarmente a peptídeos de penetração celular, os quais representam 
sequências poli-catiônicas que aumentam a absorção de proteínas em 
células de mamíferos.42
O comprimento dos tubos é outra variável que também tem in-
fluência na penetração celular.44,45 Por exemplo, os NTCs mais curtos 
(~0,22 µm de comprimento) são integrados com mais facilidade aos 
fagócitos e macrófagos do que os mais longos (0,8 µm). Tubos me-
nores parecem provocar menos danos do que aqueles com dimensão 
da ordem de 1 mícron.46,47 Enfim, deve ser mencionado que alguns 
trabalhos descrevem que os NTCs penetram nas células, sem entrar 
no núcleo,48-50 enquanto outros constataram a entrada no núcleo42,51-53 
e, ainda, que essa entrada pode ser reversível.54 Em análises realizadas 
por microscopia eletrônica os NTCs são encontrados principalmente 
nos lisossomos e nas mitocôndrias.36 
CITOTOXICIDADE DE NANOTUBOS DE CARBONO
Um dos primeiros trabalhos conduzidos em relação à toxicidade in 
vitro de NTCs foi realizado com NTCPS. As exposições às linhagens 
de células humanas HaCat (queratinócitos) e células epiteliais dos 
brônquios resultaram em geração de espécies reativas de oxigênio 
(EROs), peroxidação de lipídios, estresse oxidativo, disfunção mi-
tocondrial e mudanças na morfologia celular.55
A toxicidade de substâncias pode ser avaliada tanto em culturas 
de células (in vitro) quanto em organismos vivos (in vivo) como 
peixes, ratos e camundongos. A maioria das pesquisas toxicológicas 
baseia-se primeiramente em testes in vitro para direcionar o caminho 
para futuros estudos in vivo. Os testes in vitro não exigem o uso de 
animais e, portanto não necessitam passar por comitê de ética, além 
de apresentarem um custo relativamente baixo quando comparados 
aos testes in vivo. 
Ensaios de viabilidade celular
Para a avaliação da viabilidade celular existe uma variedade de 
métodos aplicados e bem descritos na literatura como, por exemplo, 
os métodos baseados em reações bioquímicas: MTT [brometo de 
3-(4,5-dimetiltiazol-2-YL)-2,5-difeniltetrazólio], XTT [2,3-bis(2-
metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazólio-5-carboxanilida], WST 
(tetrazólio solúvel em água) que são marcadores para atividade 
enzimática das mitocôndrias; e LDH (lactato desidrogenase) que 
é um marcador de lise celular. Uma pletora de trabalhos com esses 
protocolos têm sido realizados. A comparação dos resultados apre-
sentados na literatura representa uma difícil tarefa, pois além da falta 
de amostras de NTCs bem caracterizadas, as respostas biológicas 
Citotoxicidade e genotoxicidade de nanotubos de carbono 573Vol. 35, No. 3
também são influenciadas pelo tipo celular, densidade de células, meio 
de cultivo e método de dispersão dos NTCs utilizados nos estudos.56
Somando-se a esses fatos, existe uma questão metodológica de 
extrema importância: os NTCs podem interagir com os corantes dos 
ensaios de viabilidade celular Coomassie blue, Alamar Blue e neutral 
red.57-59 Evidências espectroscópicas demonstraram que NTCPS podem 
interagir diretamente com MTT.60 Esta interferência não afeta direta-
mente a reação enzimática, mas o produto da metabolização do MTT 
(um corante insolúvel em água denominado formazam) pelas enzimas 
desidrogenases mitocondriais, que é adsorvido sobre a superfície de 
NTCPS, reduz a concentração desse corante e altera a leitura em es-
pectrofotometria, ou seja, o indicador do número de células vivas.57, 
61
 Já para os testes WST-8, XTT e LDH (baseados em sais solúveis 
em água) não foi confirmada a interação com os NTCs.59 Portanto, é 
necessário precaução na interpretação dos dados oriundos dessas me-
todologias e orienta-se que haja uma descrição detalhada e consistente 
do protocolo utilizado nos experimentos conduzidos com NTCs, bem 
como a aplicação independente de mais de um teste de viabilidade.62-66
Ensaio clonogênico
O ensaio clonogênico tem se mostrado o método mais confiável 
para a avaliação da toxicidade in vitro de NTCs.67-70 O ensaio não 
utiliza corantes celulares, assim não há a interação bioquímica com 
as partículas testadas. Além disso, diferente dos testes de viabilidade 
que mensuram um efeito biológico específico, este é um ensaio in 
vitro baseado na capacidade de uma única célula crescer e se tornar 
uma colônia, detectando assim morte celular reprodutiva, um efeito 
biológico mais amplo.71
O efeito de quatro diferentes tipos de amostras de NTCPM foi 
avaliado nas linhagens A549 (células de pulmão humano), NHIK3025 
(células de carcinoma de cérvix humano) e RBE4 (células endoteliais 
de cérebro de rato). As amostras contendo NTCPM induziram uma 
diminuição do número de colônias, principalmente em células RBE4 
em baixas concentrações que variaram de 5 a 20 µg/mL. O maior 
efeito foi observado para amostras de NTCPM com diâmetro de cerca 
de 50 nm.69 Um outro trabalho usando amostra de NTCPS mostrou 
uma redução do número de colônias de células epiteliais de pulmão 
humano (BEAS-2B) e HaCaT.72
Com o uso do ensaio clonogênico é possível distinguir os efei-
tos de proliferação celular incluindo o tamanho da colônia como 
um parâmetro adicional. Por meio de uma análise quantitativa do 
tamanho das colônias, foi verificado que amostra de NTCPS dimi-
nuem o tamanho das colônias em três linhagens (BEAS-2B, HaCaT 
e A549).72 Os NTCs presentes em meio de cultivo celular podem 
adsorver nutrientes necessários para o crescimento e manutenção 
celular e, portanto, reduzem a formação de colônias, sendo o tama-
nho das colônias a principal consequência. Sabe-se que as células 
em ambiente com deficiência de nutrientes respondem diminuindo 
a proliferação celular e que no ensaio podem ser detectadas como 
colônias de tamanho reduzido.67,73
Essa depleção foi comprovada por estudos de espectroscopia no 
qual NTCPS foram dispersos em meio de cultura comercial e então 
removidos do meio por ultracentrifugação e filtração. O esgotamento 
de nutrientes do meio de cultura, devido à adsorção de biomoléculas, 
aparece como uma explicação dada pelos autores para a citotoxici-
dade indireta de NTCPS em células A549. Assim, é importante que 
essa citotoxicidade indireta seja diferenciada de uma citotoxicidade 
inerente aos nanomateriais.68
GENOTOXICIDADE DE NANOTUBOS DE CARBONO
Estudos de genotoxicidade sugerem a existência de interação 
direta entre NTCs e o DNA ou às proteínas relacionadas ao DNA que 
poderiam levar a danos físicos no material genético. Alternativamente, 
a genotoxicidade também tem sido associada com estresse oxidativo, 
inflamação e erro de sinalização celular.7 Os catalisadores metálicos 
(usados no processo de síntese) têm sido apontados como a principal 
fonte dos efeitos genotóxicos, várias nanopartículas metálicas podem 
atuar como sítios para a geração de EROs.6 O ataque oxidativo ao 
DNA tem se mostrado um dos principais efeitos que governam a 
genotoxicidade de amostras de NTCs contaminadas por metais.74-81 
Apesar de ser relativamente esperado que nanopartículas metálicas 
apresentem toxicidade, no caso dos NTCs não é possível saber se os 
efeitos são devidos a metais livres ou ligados ao carbono.
Existem ainda outros questionamentos que podem surgir da 
própria metodologia utilizada na investigação da genotoxicidade de 
NTCs. Entre os testes utilizados o mais empregado é o ensaio Cometa. 
O princípio do ensaio Cometa baseia-se na migração de fragmentos 
de DNA por eletroforese. O DNA (que possui carga negativa) migra 
em direção ao ânodo ao ser submetido a uma corrente elétrica, o que 
resulta em uma imagem que se parece com um cometa contendo 
duas partes: uma “cabeça” e uma “cauda”. Quanto maior o número 
de quebras na fita do DNA de uma célula, maior será sua cauda.82
A Figura 2A apresenta uma microfotografia de um nucleoide 
(DNA mais proteínas da matriz nuclear) de células de pulmão de ha-
mster chinês (V79) que não foram tratadas com NTCPM, enquanto as 
Figuras 2B-E contêm amostras de NTCPM hidrofóbicos produzidos 
por deposição química de vapor, livre de metais e não submetidos a 
tratamento para remoção de carbono amorfo. Os nucleoides foram 
corados com iodeto de propídeo, que se intercala no DNA. As Figuras 
2B-E mostram exemplos de nucleoides encontrados em uma análise 
de 50 nucleoides de células V79 tratadas com a concentração de 12,5 
µg/mL de NTCPM e que induziu danos no DNA.
Na literatura de genotoxicidade incluindo estudos com fulerenos 
e nanofibras82 o que se observa é uma série de resultados divergentes. 
Por exemplo, a indução de quebras no DNA não foi verificada quando 
células mesoteliais foram expostas a amostras de NTCPS. No entanto, 
quando os danos oxidativos foram avaliados com o uso da enzima 
FPG (formamidopirimidina-DNA glicosilase - que reconhece bases 
oxidadas na molécula de DNA) um aumento significativo de danos foi 
Figura 2. Ensaio Cometa com células de hamster chinês: controle negativo 
(sem tratamento com NTCPM - não há cauda) - (A); nucleoides de células 
tratadas com 12,5 µg/mL de NTCPM hidrofóbicos livres de metais (B-E), 
onde se pode evidenciar a presença de aglomerados de NTCs (indicados por 
setas brancas) e, também, cauda extensa indicativa de danos. A magnificação 
total é de 400× para as Figuras (A), (C), (D), (E) e 200× para (B) o aumento 
utilizado, geralmente, na análise, no qual os aglomerados não podem ser 
vistos com facilidade
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detectado.83 O tratamento por 6 h com amostras de NTCPS também 
não induziu quebras no DNA de linfócitos humanos.84
Amostras de NTCPS com comprimento de 1,3 µm induziram 
quebras no DNA na dose de 96 µg/cm2 após 3 e 24 h de exposição, 
em células de pulmão de hamster chinês (V79).85 Uma mistura de 
NTCs (contendo ~50% de NTCPS) induziu um aumento dose-
dependente de danos no DNA nas concentrações de 1 a 100 µg/cm2.86 
Também foram encontradas quebras no DNA, na dose de 25 µg/cm2 
de amostras de NTCPS e amostras de NTCPM,75,87 outros dados de-
tectaram indução significativa de quebras para amostras de NTCPS 
em concentrações ainda menores (5 e 10 µg/mL).88 Curiosamente, um 
aumento significativo de quebras no DNA causadas por amostras de 
NTCPM em células A549 foi detectado, mas não foram detectadas 
lesões oxidativas do DNA, com o uso da enzima FPG.89
Uma grande variedade de técnicas citogenéticas, tais como 
Teste do Micronúcleo (MN), Troca de Cromátides Irmãs (SCE) e 
Aberrações Cromossômicas (CA), podem ser usadas com sucesso no 
monitoramento de exposição aos agentes genotóxicos. Relativamente 
poucos trabalhos investigaram os efeitos de NTCs utilizando-se tais 
técnicas e novamente é possível notar a existência de resultados 
conflitantes.86,90-97
A avaliação da genotoxicidade de NTCs é assim um desafio 
interdisciplinar e bastante complexo,98 pois uma variedade de meca-
nismos pode influenciar no perfil genotóxico desses nanomateriais, 
tais como a interação de NTCs com os elementos estruturais da célula, 
ligação ao citoesqueleto, ao fuso mitótico, microtúbulos,51,86,94,99-101 
ao DNA telomérico102 e às sequências de DNA ricas em GC nos 
cromossomos.102 A exposição às amostras de NTCs pode acionar 
diferentes respostas celulares e a utilização de técnicas moleculares 
(ex.: Western Blot, RT-qPCR, Microarray, Citometria de Fluxo, etc.) 
também deve ajudar efetivamente na compreensão dos fenômenos 
relacionados à toxicidade destes materiais.7,74,75
DOSIMETRIA NA NANOTOXICOLOGIA DE NANOTUBOS 
DE CARBONO
Como já citado, uma propriedade inerente aos NTCs é a sua 
hidrofobicidade e, portanto, uma propensão a se aglomerar especial-
mente sob condições fisiológicas. Além disso, NTCs são atraídos uns 
pelos outros por forças de van der Waals. Com relação à exposição 
humana, por conseguinte, é provável que na maioria das circunstâncias 
esses nanomateriais estejam sob a forma de aglomerados em vez de 
monodispersos.7 Todavia, os testes de toxicidade in vitro geralmente 
envolvem a administração das substâncias testadas em um meio 
aquoso (água, tampão fosfato, meio de cultura), o que exige que as 
amostras de NTCs estejam bem dispersas no meio de cultura, assim 
a dispersão é importante pois afetará a dose que efetivamente entrará 
em contato com as células.103
Vários métodos vêm sendo utilizados para aumentar a dispersão 
dos NTCs em meio aquoso, e para tal fim a grande maioria dos 
NTCs disponíveis tem que ser submetida à funcionalização de suas 
superfícies ou, então, é necessária a utilização de surfactantes.104 
Como resultado a essas modificações, as respostas cito- e genotóxi-
cas também são diferentes. Por exemplo, a dispersão de NTCs por 
meio da modificação química da superfície dos mesmos resultou em 
diminuição de toxicidade, ocasionada pelo aumento de funcionaliza-
ção.104 Em contrapartida, outros estudos mostraram que NTCs foram 
mais citotóxicos quando estabilizados com um surfactante.91 O uso 
de surfactantes pode gerar um falso cenário de exposição, pois nem 
sempre estariam presentes nas situações de exposições fisiológicas.
Outro fator importante que deve ser considerado é que a maioria 
dos trabalhos publicados realizou a dispersão dos NTCs por soni-
cação. Diferentes aparelhos podem ser utilizados para este fim, por 
exemplo, sonicador com sonda ou banho ultrassom. Dependendo do 
tempo e intensidade o processo de sonicação pode provocar quebras 
e a inserção de defeitos nos NTCs43,105 alterando, consequentemente, 
a resposta biológica.
A forma como é realizada a exposição de amostras de NTCs 
às células é muito importante, pois a toxicologia é baseada em um 
conceito fundamental: o efeito dose-resposta, ou seja, um aumento 
de concentração ou dose implica em um aumento de cito- e geno-
toxicidade. Na toxicologia convencional, a dosimetria é baseada na 
concentração administrada (frequentemente massa por volume). No 
entanto, no caso de NTCs há um debate em relação à dosimetria, pois 
alguns estudos mostraram que não existe uma correlação direta entre 
massa de NTCs e o efeito cito- e genotóxico.86 Neste sentido, novos 
indicadores vêm sendo propostos como parâmetro de efeito tóxico, 
entre eles o número de NTCs presentes no meio de exposição e não 
sua massa.106,107 Já a área de superfície tem sido apontada como uma 
alternativa melhor para se entender a resposta celular de exposição 
aos NTCs, já que estaria correlacionada com a indução de estresse 
oxidativo no interior da célula.4,103,106,108
Outra questão que merece atenção se relaciona ao fato de que a 
maioria dos trabalhos tem utilizado doses que não necessariamente 
refletem a realidade de exposição aos nanomateriais. A avaliação da 
concentração de partículas por unidade de área sobre um determinado 
tecido dos seres vivos é relativamente difícil de ser obtida e em uma 
situação de exposição real poderá ser menor do que nos modelos de 
estudo em laboratório.8
NANOTUBOS DE CARBONO E SUAS IMPUREZAS
Além dos problemas que as metodologias usadas para avaliação 
de cito- e genotoxicidade apresentam, é extremamente relevante de-
finir nos trabalhos qual tipo de amostra de NTCs está sendo estudada. 
As propriedades dos NTCs dependem drasticamente da distribuição 
de diâmetro, comprimento e densidade de defeitos na parede ao longo 
do comprimento do tubo (p.ex. buracos, estruturas pentagonais e hep-
tagonais ao invés de hexágonos). Esses parâmetros são estabelecidos 
e controlados pelo fornecedor dos NTCs e estas informações não são, 
necessariamente, apresentadas para quem adquire comercialmente 
as amostras. Há que se ressaltar que durante o processo de síntese 
de NTCs vários outros nanomateriais podem ser produzidos como 
carbono amorfo, nanografites, onions e fulerenos.109,110 
Os NTCs podem conter impurezas metálicas, ou seja, catali-
sadores usados no seu crescimento (p.ex., Fe, Co, Ni, Mn, etc.). 
Dependendo do método de preparação os catalisadores podem ser 
observados nas extremidades, interior, nas paredes, presos em outras 
nanoestruturas e no interior de cavidades grafíticas, podendo estar 
ligados ou não a átomos de carbono.111 Até o momento a maioria 
dos estudos sugere de uma forma mais consensual que os resíduos 
de catalisadores seriam responsáveis pela toxicidade apresentada nas 
amostras de NTCs.55 Estes metais podem gerar EROs em sistemas 
biológicos induzindo a um estado de estresse oxidativo,48,49 alterando 
assim a homeostase celular. Foram detectadas por alguns pesquisa-
dores que amostras de NTCPS, contendo resíduos de ferro, possuem 
um alto potencial citotóxico em células de pulmão humano (A549)58 
e macrófagos pulmonares de camundongo (RAW 264.7),64 embora 
esses ensaios de viabilidade celular tenham sido realizados por meio 
dos criticados métodos Alamar blue, Neutral red e MTT.65 Já para 
amostras de NTCPS com baixa quantidade de ferro foram descritos 
níveis significativamente mais baixos de toxicidade.58,64 Além disso, o 
tratamento de amostras de NTCPS não purificados com um quelante 
de ferro para remoção dos resíduos presentes demonstrou reduzir sig-
nificativamente tanto a geração de oxidantes quanto a citotoxicidade.66 
Esses estudos com amostras contendo o metal ferro sugerem que o 
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efeito citotóxico de catalisadores metálicos depende da concentra-
ção e, possivelmente, da forma como estão associados aos NTCs. 
Entretanto, novamente a caracterização realizada nas amostras não 
permite dizer exatamente como estavam esses metais nas amostras 
de NTCs (extremidade dos tubos, enclausurados no canal central, 
dispersos em carbono amorfo, recobertos por camadas de grafeno, 
adsorvidos sobre as paredes, etc.).
A purificação química e a funcionalização são os tratamentos 
mais utilizados no preparo de amostras de NTCs para testes bioló-
gicos. No caso da purificação já é bem conhecido que a remoção 
dessas impurezas pode ser conduzida em grandes quantidades, 
porém a eliminação efetiva das várias impurezas depende muito 
da metodologia aplicada e esta quando não realizada com cuidado 
pode provocar uma série de defeitos estruturais, fracionamento e/
ou destruição dos NTCs.112,113 Dependendo do fornecedor ou do 
método usado na produção dos NTCs várias nanoestruturas podem 
estar presentes e os métodos de purificação nem sempre podem ser 
estendidos para qualquer tipo de amostra, pois a eficiência das me-
todologias pode depender muito das impurezas e do tipo de NTC da 
amostra. Por exemplo, a ação do ácido nítrico concentrado sobre os 
NTCs depende do seu diâmetro, densidade de defeitos, presença ou 
não de carbono amorfo, do empilhamento e número de camadas de 
grafeno que constituem a sua superfície.114-116 O tratamento químico 
das amostras de NTCs é um fator importante na resposta celular. 
Por exemplo, NTCPM hidrofóbicos sem processamento pós-síntese 
apresentam menor toxicidade do que esta mesma amostra tratada 
com ácido nítrico.117
Essas variáveis também se aplicam para as várias metodologias 
de funcionalização, já que mesmo com os avanços obtidos a maioria 
dos tratamentos químicos pode gerar resíduos, fragmentos de tubos 
oxidados e fragmentos de carbonos carboxilados denominados 
debris,112,113 ou outras nanoestruturas. Por exemplo, o uso de ácido 
nítrico concentrado pode gerar fragmentos de carbonos carboxilados 
debris, principalmente quando durante o processo de purificação não 
se remove o carbono amorfo das paredes dos tubos.114 Esses debris 
interferem nos ensaios de cito- e genotoxicidade comprometendo as 
conclusões dos trabalhos. Isso significa que para utilização eficiente 
de métodos de purificação e funcionalização das amostras são neces-
sários ajustes na concentração, tempo e temperatura dos tratamentos 
para que sejam gerados poucos debris.118
Nesse contexto fica claro que é importante fazer uma distinção 
entre cito- e genotoxicidade de “amostras de NTCs” e de “NTCs”, 
a primeira pode ser constituída de vários tipos de nanoestruturas de 
carbono ou mesmo nanopartículas metálicas, e não somente de NTCs. 
Sem uma correta avaliação das amostras (catalisador ligado ou livre, 
carbono amorfo, tipos de NTCs, outras nanoestruturas, influência da 
concentração de impurezas, etc.) torna-se difícil identificar os fatores 
que realmente estão governando o grau de toxicidade de amostras 
de NTCs e/ou de NTCs.
As Figuras 3 e 4 ilustram alguns tipos de impurezas que podem 
ser encontradas em amostras de NTCs e que certamente interferem 
nos resultados de cito- e genotoxicidade de NTCs.
A Figura 3 mostra uma típica microfotografia de varredura ele-
trônica de uma amostra particulada de NTCPM crescida sobre um 
substrato MgO por método de deposição química a vapor. A amostra 
cujo aspecto visual é aquele apresentado na Figura 1 é composta por 
uma aglomerado de tubos com vários diâmetros e comprimentos, 
cujas extremidades contêm partículas catalíticas que normalmente 
são facilmente removidas com a utilização de ácidos minerais como 
HCl ou HNO3, por exemplo.
A Figura 4 contém microfotografias de amostras de NTCPS 
coletadas em um microscópio de transmissão eletrônica de alta 
resolução e mostra outros tipos de impurezas que são mais difíceis 
de serem observadas em amostras de material particulado usado em 
estudos de cito- e genotoxicidade. Essas análises foram realizadas 
dispersando-se o material particulado obtido a partir de um reator de 
arco em álcool isopropílico e gotejando o mesmo sobre uma grade 
tipo lacey carbon. Com esse tipo de análise é possível detectar uma 
importante impureza dos NTCs, o carbono amorfo, que pode ser 
encontrado nos poros gerados pelos aglomerados de tubos ou impreg-
nado às paredes dos NTCs (Figura 4A). Na Figura 4B é possível ver 
nanopartículas metálicas (manchas escuras) impregnadas de carbono 
amorfo, adsorvidas sobre feixes de NTCPS. Essa figura revela que 
nanopartículas metálicas podem estar presentes não somente nas 
extremidades dos tubos, como no caso da Figura 3. Já a Figura 4C 
releva outro tipo de nanoestrutura muito interessante e que não é 
relativamente simples de ser removida: catalisadores envolvidos 
por várias camadas de grafeno.114 A Figura 4D é um exemplo de um 
NTCPM bem paralelas (livre de defeitos) submetido à purificação, 
onde é possível observar uma baixíssima concentração de carbono 
amorfo adsorvido nas paredes.
As figuras anteriores revelam que a avaliação de quais nano-
partículas e impurezas podem estar contidas em amostras de NTCs 
(comerciais ou não) é uma tarefa relativamente complexa. Embora a 
microscopia seja uma técnica fundamental para a área de NTCs, as 
microfotografias podem levar o leitor a conclusões errôneas sobre 
o real estado de pureza das amostras ou da qualidade dos NTCs. 
Isso ocorre porque esta técnica mostra somente frações pontuais 
da amostra, muitas vezes escolhidas pelo operador do equipamento 
de forma proposital. Além disso, para a realização de análises de 
microscopia eletrônica, é necessário obter uma boa dispersão dos 
NTCs, como observado na Figura 1. Nessa etapa de preparação o 
operador pode coletar regiões da dispersão para preparo da grade que 
não necessariamente contêm as impurezas presentes na amostra, pois 
as várias impurezas existentes nas amostras de NTCs precipitam de 
forma diferente porque são partículas de diferentes massas e formas, 
prejudicando a avaliação da microscopia.119
Por essas razões é importante para um trabalho de cito- e geno-
toxicidade que além da microscopia, as amostras sejam analisadas 
também por várias outras técnicas. A análise térmica é particularmente 
interessante porque pode detectar vários tipos de impurezas,114 tais 
como a presença de carbono amorfo, metais e grafites, mas tem li-
mitações com relação à concentração dessas impurezas em relação à 
massa de NTCs. Já a técnica ICPMS (espectrometria de massas com 
plasma indutivamente acoplado) é particularmente muito sensível 
para a detecção de metais, enquanto a EELS (espectroscopia de 
perda de energia de elétrons) pode ser conduzida em conjunto com a 
microscopia eletrônica de transmissão, sendo também muito sensível 
na detecção de impurezas.118,120,121
Figura 3. Microfotografia eletrônica de varredura de NTCPM
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CONSIDERAÇÕES FINAIS
As controvérsias existentes nos estudos descritos no decorrer 
da revisão originam-se, em parte, da diversidade de amostras pro-
duzidas: modo de síntese (descarga por arco elétrico, ablação por 
laser, HiPCO e deposição química de vapor), tipos de catalisadores 
usados, tamanho, área de superfície, modo de dispersão, método de 
purificação e funcionalização, além de problemas nas caracterizações 
físico-químicas das mesmas.
É importante ressaltar novamente que as amostras de NTCs 
usadas nos vários ensaios biológicos podem conter vários tipos de 
nanoestruturas de carbono, impurezas metálicas, além dos próprios 
NTCs. Neste sentido, trabalhos da literatura trazem o emprego do 
termo “Alta Pureza” e que deve ser interpretado com cautela. Como 
já descrito, amostras de NTCs purificadas com ácidos ainda podem 
conter carbono amorfo e traço de metais que só serão identificados 
com o emprego metodológico correto (p. ex. análises térmicas – ex.: 
TGA, EELS e microscopia de alta resolução).114,118 Entre os vários 
trabalhos de genotoxicidade publicados75,85,94,121-124 poucos têm feito 
uso de análises térmicas (um parâmetro importante para caracte-
rização e recomendado pelo National Institute of Standards and 
Technology). Muitos trabalhos apresentam imagens de microscopia, 
porém essas são de baixa resolução74,83,85,87,88,93,97 o que compromete 
o entendimento dos tipos de contaminantes existentes nos NTCs. 
Existem ainda trabalhos sem explicação detalhada do método de 
síntese, tratamentos de purificação, funcionalização e sem imagens 
das amostras estudadas.84,96
Quanto aos tratamentos químicos utilizados para a purificação 
há poucas informações descritas nos trabalhos.84,93,96,125,126 Alguns 
destes utilizam amostras comerciais e não descrevem se o material 
foi ou não purificado ou quais ácidos foram usados para purificação. 
Essa informação é relevante, pois tratamentos com fortes oxidantes 
(p.ex.: H2SO4/KMnO4) danificam intensamente as paredes dos tubos 
e podem induzir a formação de fragmentos de carbono.112,113 Estes 
fragmentos podem estar envolvidos na toxicidade de amostras purifi-
cadas e explicariam os resultados de maior toxicidade para amostras 
purificadas do que para amostras não purificadas,127,128 ou de mesmo 
potencial genotóxico antes e após a purificação.75
Para experimentos em culturas de células exige-se esterilização 
da amostra em estudo (para que não haja contaminantes biológicos - 
micobactérias, bactérias e esporos de fungos). Isso pode ser feito por 
meio de diferentes métodos: filtragem em membranas, esterilização 
com UV, autoclavagem (calor úmido), aquecimento em estufas (calor 
seco - geralmente 200 °C/2 h), etc. Muitas das amostras de NTCs 
avaliadas em estudos de toxicidade in vitro passaram por esses pro-
cedimentos e não foram caracterizadas pós-esterilização.
É importante ressaltar que os estudos realizados até o momento 
são adaptações dos procedimentos padrões utilizados para outras 
substâncias químicas e as interferências dos NTCs sobre essas técni-
cas devem ser consideradas. Por exemplo, aglomerados de nanopartí-
culas (TiO2 e CuO)82 foram observados, ao microscópio, depositados 
sobre a “cabeça” do cometa e que também podem ser observados 
no estudos com amostras de NTCs, como demonstrado na Figura 2. 
Porém, os NTCs com grupos funcionais (p.ex., tratamento com ácido 
nítrico/ácido sulfúrico) também poderiam migrar para os eletrodos 
sob ação do campo elétrico existente, um efeito que comprometeria 
a contagem de nucleoides que efetivamente sofreram danos.90-92
CONCLUSÃO
Diversos testes toxicológicos como, por exemplo, os ensaios de 
viabilidade celular e clonogênico estão disponíveis e padronizados 
para se avaliar a resposta biológica a uma substância química. No 
Figura 4. Microfotografias eletrônicas de transmissão de alta-resolução. (A) 
feixes de NTCPS com diâmetro da ordem de 2 nm e carbono amorfo, (B) feixes 
de NTCPS, carbono amorfo e partículas metálicas, (C) feixes de NTCPS com 
partículas metálicas envolvida por camadas de grafeno (1), esfera vazia com 
paredes de grafeno (2) e (D) NTCPM totalmente purificado (sem carbono 
amorfo ou partículas metálicas)
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entanto até o momento, não existem testes específicos e padronizados 
para a avaliação da toxicidade de amostras de NTCs. Essa dificul-
dade compromete a comparação de resultados e o consenso sobre a 
toxicidade desses nanomateriais. As respostas dos experimentos de 
toxicidade ainda sofrem interferências dos tipos de células usadas. 
Diferentes linhagens celulares possuem diferentes backgrounds ge-
néticos e que contribuem para a resistência/tolerância, sensibilidade 
e recuperação da viabilidade após a exposição aos NTCs.
Os mecanismos de cito- e genotoxicidade podem ser diversos 
e de difícil elucidação. Assim, aconselha-se o uso de uma bateria 
de testes abrangendo uma vasta gama de mecanismos (geração de 
EROs, mutações gênicas e cromossômicas, ciclo celular, apoptose, 
processo inflamatório, entre outros) para a detecção correta dos 
efeitos ocasionados pelas amostras de NTCs. A aplicação destes 
métodos padronizados para NTCs exige, ainda, diversas adapta-
ções e precauções na interpretação dos resultados.98 Até o presente 
momento parte das controvérsias existentes nos estudos de cito- e 
genotoxicidade estão associadas, em parte, às dificuldades existentes 
na avaliação da efetiva pureza das amostras e aplicação correta dos 
métodos de purificação e/ou de funcionalização dos NTCs, já que a 
purificação não necessariamente torna esses materiais mais toleráveis 
em sistemas biológicos.
O tubo ideal para aplicações em sistemas biológicos deveria ser 
aquele que não necessitasse de tratamentos sofisticados de purificação 
ou funcionalização química. A funcionalização mesmo quando não 
baseada em ácidos minerais pode introduzir impurezas, reagentes e 
surfactantes, que não são completamente removidos com as lavagens. 
Os esforços para produzir NTCs mais biocompatíveis vêm se tornan-
do cada vez maiores e uma das saídas que vem sendo utilizada com 
sucesso é o revestimento dos tubos com polímeros menos nocivos 
às células. A utilização de catalisadores alternativos sem toxicidade 
também representa uma estratégia promissora para a síntese de NTCs 
hidrofílicos129 menos cito- e/ou genotóxicos. A correlação entre as 
diferentes estruturas e a biocompatibilidade dos NTCs é outro fator 
que merece investigação para melhor entendimento dos efeitos ad-
versos destes nanomateriais.
Outro fato importante é que a produção em larga escala de muitos 
desses nanomateriais já ocorre, como os baytubes® da Bayer. A ficha 
de segurança desse produto afirma que o mesmo não é perigoso para 
saúde ou meio ambiente, de acordo com as diretivas da comunidade 
europeia 2006/121/EC. Portanto, a produção de NTCs em larga es-
cala não representa grande ameaça, pois o mesmo não possui grande 
capacidade de se dispersar no ar, como o negro de fumo que é um 
nanomaterial comercial largamente utilizado pela indústria.
Com relação ao impacto ambiental dos laboratórios de NTCs ou 
empresas é interessante mencionar que o resíduo de nanoestruturas 
pode ser tratado. No caso dos metais pesados (catalisadores) já 
existem metodologias.130 Outra alternativa seria o uso de peróxido 
concentrado, uma vez que esse tem o poder de destruir várias na-
noestruturas de carbono, inclusive os próprios NTCs dependendo 
da concentração, temperatura e tempo de reação.114 Íons de cálcio 
também podem auxiliar na descontaminação e remoção de NTCPM 
(tratados com HNO3/H2SO4) de ambientes aquáticos. Na presença 
desses íons, esses NTCs formam aglomerados de tamanhos micro-
métricos, que são retidos em filtros.131
Enfim, os dados existentes sobre toxicidade de NTCs são ainda 
limitados e conflitantes e muitos esforços ainda devem ser direciona-
dos a este campo. O que se pode adiantar é que não há efeitos tóxicos 
generalizados para NTCs, mas o que se evidencia é a existência de 
diversos graus de riscos para as diferentes amostras de NTCs, sendo 
que esses dependem das condições de síntese e processamento das 
amostras.
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